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論文内容要旨
 多くの眼科疾患の予後が手術器具や手術方法,あるいは薬物療法の発達により改善されてきて
 いるが,網膜色素変性や加齢黄斑変性など有効な治療法が確立されてない疾患がある。近年,こ
 のような失明に至る疾患に対する新たな治療法の開発を目指し,網膜移植や遺伝子治療の研究が
 進められてきた。
 網膜移植においては,網膜色素上皮(RPE)細胞移植や,発生学的にRPE細胞と起源が同一
 であり採取が容易である虹彩色素上皮(IPE)細胞を利用する方法が考案された。遺伝子治療で
 は,遺伝子導入の手段にウイルスベクターが用いられている。しかし,一般にウイルスベクター
 の安全性に関する検討は今のところ十分とはいえない。
 今回の研究では,IPE細胞にウイルスベクターを感染させ,遺伝子を付加したIPE細胞を網
 膜下に移植し,ウイルスDNAの眼外への播種の可能性と移植部位の機能的形態的変化について
 調べた。
 研究対象に選んだウイルスベクターは,アデノウイルス(adenovirus;Ad)ベクターとアデ
 ノ随伴ウイルス(adeno-associatedvirus;AAV)ベクターであり,IPE細胞をこれらのベク
 ターで感染させウイルス感染IPE細胞とした。この感染細胞をラット網膜下腔に移植した群と,
 ウイルスベクター液を直接網膜下注入した群を作成し,全身臓器からゲノムDNAを抽出し,ウ
 イルスベクターの一部を増幅するPCR法でウイルスベクターを検出した。また,移植部位への
 影響を検討するため,移植眼の凍結切片からウイルスベクターに組み込まれたLacZを染色し移
 植細胞の遺伝子発現を調べた。さらに,網膜電図(ERG)と網膜螢光造影を施行し,網膜への
 機能的形態的影響を調べた。
 PCR法の結果,ウイルス注入群に比較して感染細胞移植群ではウイルスの混入は少なかった。
 また,β一Ga1染色の結果,ウイルス注入群では宿主のRPE細胞,脈絡膜細胞,神経節細胞,虹
 彩上皮細胞,毛様体上皮細胞が染色されているのが認められた。一方,感染細胞移植群では,特
 異的にβ一Gal染色された移植細胞が網膜下に存在し,宿主細胞は染色されていなかった。
 全身への影響は少ないとしても,移植後もウイルスベクターが移植細胞内に留まることで,移
 植部位への副作用があっては網膜機能に影響を及ぼしかねないが,AAV感染細胞移植後6ケ月
 のERGと網膜血管造影の所見より,非感染IPE細胞移植との差はみられなかった。したがって,
 AAV感染細胞移植においては,長期間の経過観察でも移植眼網膜全体への影響は少ないと判断
 した。
 感染IPE細胞移植群の一部において眼球以外の臓器からウイルスベクターの播種が確認され,
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 ウイルスゲノムや抗原の検出感度の問題や経過観察期間など検討されるべき点はあるが,ウイル
 スベクターで遺伝子導入したIPE細胞を移植する方法は,目的臓器以外にウイルスが伝播する
 ことから懸念される副作用を少なくできる方法ではないかと考えられた。
 一451～
 審査結果の要旨
 外科療法,薬物療法の発達により難治性といわれる疾患の治癒率が改善されているにもかかわ
 らず,網膜色素変性や加齢黄斑変性は有効な治療法が確立されてない。さらに高齢化社会の進行
 とともにさらに患者数は増加の一途をたどっている。近年,このような失明に至る疾患に対する
 新たな治療法として,網膜移植や遺伝子治療の研究が進められてきた。本研究はこれらの難治性
 網膜疾患に対して網膜移植,特に網膜色素上皮(RPE)細胞移植や,発生学的にRPE細胞と起
 源が同一であり採取が容易である虹彩色素上皮(IPE)細胞の利用,さらに治療効果を高めるた
 めに移植細胞に遺伝子導入を目指している。本研究はその基礎として遺伝子導入の手段に用いら
 れるウイルスベクターの安全性確認を目指している。この研究は実際に臨床応用を目指すにはぜ
 ひ調べなければならない課題である。
 研究方法はIPE細胞にウイルスベクターを感染させ遺伝子導入すること,その遺伝子を付加
 したIPE細胞を網膜下に移植し,ウイルスDNAの眼外への播種の可能性と移植部位の機能的,
 形態的変化を観察した。ウイルスベクターには,アデノウイルス(adenovirus;Ad)ベクター
 とアデノ随伴ウイルス(adeno-associatedvirus;AAV)ベクターを用い,ウイルス感染IPE
 細胞を作成した。感染細胞をラット網膜下腔に移植した群と,ウイルスベクター液を直接網膜下
 注入した群を作成し,全身臓器からゲノムDNAを抽出,PCR法でウイルスベクターを検出し
 た。また,移植部位への影響を検討するため,移植眼の凍結切片からウイルスベクターに組み込
 まれたLacZを染色し,移植細胞の遺伝子発現と組織学的検討をした。さらに網膜電図(ERG)
 と網膜螢光造影で,機能への影響を調べている・
 PCR法によりウイルス注入群に比較して感染細胞移植群ではウイルスの混入ははるかに少な
 いことを証明した。また,β一Gal染色の結果,ウイルス注入群では宿主のRPE細胞,脈絡膜細
 胞,神経節細胞,虹彩上皮細胞,毛様体上皮細胞が染色され,その存在が示唆されたが,感染細
 胞移植群では,特異的にβ一Ga1染色された移植細胞が網膜下に存在したのみで,その他の宿主
 細胞は染色されていなかったことから,播種による全身への広がりははるかに少ないことを証明
 した。一方もし移植後もウイルスベクターが移植細胞内に留まることで,移植部位への副作用が
 あっては網膜機能に影響を及ぼしかねないが,AAV感染IPE移植後6ケ月のER,Gと網膜血管
 造影の所見より,非感染IPE細胞移植との差はないことから,AAV感染IPE移植においては,
 長期間の経過観察でも移植眼網膜全体への影響は少ないことを示した。
 これらの結果はウイルスベクターで遺伝子導入したIPE細胞を移植する方法は,目的臓器
 (今回は眼球)以外にウイルスが伝播することを最小限にする最良の方法であることを明らかに
 した。これは本方法を臨床応用しようとするとき,その理論的な根拠となる重要な発見であり,
 博士論文として価値あるものである。論文審査で指摘された当初アデノウイルス(Ad)を対象
 とした実験を進めていたが,Adによる事故が報告され,対象ベクターを変更せざるをえなかっ
 た経緯,BDNFを選択した理由,その他指摘された箇所は的確に訂正加筆されている。
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